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ルタイム PCR は不向きと考えられ，広くは普及しなかった． 
Loop-mediated isothermal amplification（LAMP）は，2000 年に納富らが報告した
高感度・迅速遺伝子増幅法で，60 から 65℃の一定温度で反応が進む特徴がある．使用
する Primer が，鋳型 DNA の 4 領域を認識するので特異性が高く，電気泳動による確認
試験が不要で，実質作業時間も削減できるメリットがある． 
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第 1 章 LAMP を利用した EHEC の高感度かつ迅速検出 
EHEC は，軽度の下痢から血便, 稀に溶血性尿毒症症候群など重篤な症状まで引き起
こす食中毒原因菌で，病原毒素は志賀毒素(Stx)である．分離された EHEC の約 70% は
血清型 O157 で，約 20% は血清型 O26，数% は血清型 O111 で，血清型を指標として検
査することが一般的である．食品衛生法（平成 19 年 7 月 4 日付け衛食第 207 号及び衛
乳第 199 号)による EHEC の検査法は，大腸菌 O157 の検出・分離を目的とした試験方法
である．ただし検査時間が 3 日以上と長く，O157 以外の血清型を見逃してしまうこと


















度であった．EHEC に汚染した牛塊肉からも stx 遺伝子の検出が可能であった（Figure 




















労働省は平成 13 年 6 月，食品衛生法施行規則および食品添加物等の規格基準の一部を
改正し，切り身，むき身の生食用魚介類加工品，生食用カキ，冷凍食品（生食用冷凍
鮮魚介類）からの腸炎ビブリオの最確数(MPN)を，製品１ｇあたり 100 MPN 以下である
ことを規制した．しかし MPN 測定は試験方法が複雑であるばかりか，試験期間が 5 日
間と長い．2002 年に，PCR を融合させた MPN-PCR 法が論文発表され，2 日間で MPN 測




ピング遺伝子の RNA ポリメラーゼσ70 因子をコードする遺伝子（rpoD)を標的とした
rpoD-LAMP を構築した．さらに，MPN 測定に rpoD-LAMP を融合させた MPN-rpoD-LAMP
法の検出感度・測定時間を評価した．rpoD-LAMP の特異性は，腸炎ビブリオ 78 株と腸
炎ビブリオ以外のビブリオ属 11菌種 24株，ビブリオ属以外の 15菌種 45株で評価し，


















第 3 章 LAMP を利用した TDH 産生腸炎ビブリオの高感度かつ迅速検出 
Table 1　腸炎ビブリオで汚染したアサリのMPN-rpoD -LAMP法と従来法の比較．
人為的に汚染させたアサリ MPN測定値
検体の種類 接種菌数 MPN-rpoD-LAMP法 MPN-CV法
(CFU/g) (MPN/g) (MPN/g)






































腸炎ビブリオ 1.2 CFU，TDH非産生腸炎ビブリオ 8.0×10 2 CFU, ビブリオ・アルギノリ
チカス 2.4×10 4 CFUを接種し，人為的に汚染させた生カキを調製した．結果，増菌培
養が 4時間以上であればtdhを検出できることが分かった（Figure 2）．DNA抽出 1時間，






本研究は EHEC，腸炎ビブリオ，TDH 産生腸炎ビブリオの検査に LAMP を利用した．第
1 章では，EHEC 検出用の stx-LAMP を構築し，従来の培養法より検出感度が優れている
ことを明らかにした．第 2 章では，腸炎ビブリオ検出用の rpoD-LAMP を構築し，MPN
測定に融合させた MPN-rpoD-LAMP で多検体の MPN 測定が可能であることを明らかにし
た．第 3 章では，TDH 産生腸炎ビブリオを検出する tdh-LAMP を構築し，短時間培養と
組み合わせる高感度の試験方法を開発した．いずれの方法も，従来の培養法を基本と
Figure 2　人為的に汚染させたカキからのTDH産生腸炎ビブリオの検出．
・一般細菌7.0×103 CFU/gが付着したカキに，TDH産生腸炎ビブリオ 1.2 CFU/g，
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amplification （LAMP）は , 2000 年に納富らが報告した高感度・迅速遺伝子増幅法







第 1 章  LAMP法を利用したEHECの高感度かつ迅速検出  
EHEC は , 軽度の下痢から血便 , 稀に溶血性尿毒症症候群など重篤な症状まで引き
起こす食中毒原因菌で , 病原毒素は志賀毒素 (Stx)である . 血清型で検出されることが
多く，最も高頻度で検出されるのは O157 で , 次いで O26 である．食品衛生法で食中
毒原因菌を特定するには , EHEC 株を分離することが不可欠であるため，遺伝子検査
を単独で行う検査法では課題が残された . そこで本研究では , 増菌培養後に
stx-LAMP でのスクリーニングを行い , LAMP 陽性検体のみ , 従来の分離培養・確認試
験を行う検査方法を提案した . 本法を用いると，一般的な食品では , EHEC の陽性率
は低いことから , ほとんどの検体はスクリーニングで検査が終了となり , 検査時間の
短縮と労力の大幅な軽減を可能にした . 
 




題である．この検査を迅速に行うために，本研究では , 腸炎ビブリオの RNA ポリメラ
ーゼσ70 因子をコードする遺伝子 (rpoD)を検出する rpoD-LAMP を構築した．さらに , 
MPN 測定に rpoD-LAMP を融合させた MPN-rpoD-LAMP 法の検出感度・測定時間を
評価した .その結果，検出感度は従来法と同等で , 検査時間を 19 時間に短縮できたこ
とから，本法を用いることで , 検査時間の短縮と労力の軽減がができた . 
 
第 3 章  LAMPを利用したTDH産生腸炎ビブリオの高感度かつ迅速検出  
食中毒原因菌として分離される腸炎ビブリオの多くは耐熱性溶血毒  (thermostable 
direct hemolysin:TDH)または耐熱性毒素関連溶血毒 (TDH-related hemolysin：TRH)
を産生することから , これら溶血毒が本菌の主な病原因子と考えられている．また，
本菌は増殖速度が速く , 至適培養条件であれば , 3 時間で約 10 6倍に増菌し，LAMP検
出できる．そこで本研究では , 「数時間の増菌培養工程」と「簡便かつ迅速なDNA抽
出工程」を ,「  LAMP検出工程」に組み合わせ , TDH遺伝子（ tdh）を標的としたLAMP
（ tdh-LAMP)を構築し，水揚げ市場に隣接する検査室や小スケールの検査室などにお
いて，簡易な保温装置のみで検査ができることを明らかにした．  
 
以上，本研究では，LAMP 法を用いることで，従来の培養法を基本とした食中毒の
試験方法より，検査時間を短縮し，労力を軽減することを達成した．これらの研究成
果は食中毒の微生物検査法の開発において重要な知見を有しており，博士（薬学）の
学位にふさわしいものであると認める．  
 
 
